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서      론
  암세포 특이적으로 복제할 수 있는 아데노바이러스는 바
이러스 복제에 따른 암세포의 살상과 복제된 아데노바이러
스의 이차적 감염에 따른 주변 암세포로의 살상효과가 배
가될 수 있어 기존의 복제 불능 아데노바이러스보다 현격
히 증가된 항종양 효과를 유발할 수 있다(1). McCormick 그
룹에 의해 개발된 ONYX-015 (Ad mutant dl1520)는 아데노
바이러스의 초기 유전자인 E1B 55 kD 유전자가 부분적으
로 소실되어 p53 유전자가 돌연변이되어 있거나 결실되어 
있는 암세포에서만 선택적으로 증식할 수 있어 바이러스 
복제에 따른 세포 살상이 암세포 내에서만 일어나는 장점
이 있다(2). 아데노바이러스가 정상 세포를 감염하면, 감염
된 세포는 종양 억제 단백질인 p53을 활성화시켜 바이러스
의 증식을 억제하는데 이 때 E1B 55 kD 단백질이 p53 단백
질에 결합하여 p53의 기능을 억제하는 역할을 하며, 이에 
따라 야생형 아데노바이러스는 활발하게 증식을 하여 궁극
적으로 감염세포의 살상을 유도한다. 하지만 E1B 55 kD 유
전자가 소실된 재조합 아데노바이러스가 정상 세포를 감염
하면 이들 세포에 있는 p53의 비활성화를 유도할 수 없어 
바이러스의 증식이 억제되지만, p53의 기능이 억제되어 있
는 여러 암세포들에서는 바이러스의 증식이 활발하게 일어
나게 되어 암세포 특이적 살상을 유도하게 된다. 이를 바탕
으로 본 연구실에서 제작한 E1B 55 kD 유전자가 소실된 종
양 특이적 살상 아데노바이러스인 YKL-1은 기존의 1세대 
아데노바이러스인 복제 불능 아데노바이러스보다 형질 도
입면에서 월등히 우수하였으며, 여러 종류의 인체 암세포
주들을 선택적으로 살상할 수 있었다(3). 
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  Purpose: Replication-com petent adenoviruses (Ads) 
are promising new modalities for the treatment of cancer. 
Selective replication of a viral agent in tum or m ay lead  
to improved efficacy over non-replicating Ads due to viral 
multiplication, lysis of the infected cancer cell and spread 
to surrounding cells. In our previous studies it was  
shown that the E1B 55 kD-deleted Ad (YKL-1) exhibits  
tumor specific replication and cell lysis, but with reduced  
cytolytic effects compared to the wild type adenovirus  
(Int J Cancer 2000;88:454-463). Thus, improving the 
potency of oncolytic Ads rem ains an im portant goal for 
cancer gene therapy. To increase the oncolytic ability of 
YKL-1, an adenovirus death protein (ADP) gene was 
reintroduced under the control of a CMV or MLP promoter 
at the E3 region of the YKL-1, generating an YKL-cADP  
and YKL-m ADP, respectively. 
  Materials and Methods: The  in vitro  cytolytic effect of 
ADP expressing Ads was evaluated by MTT assay, and 
the induction of apoptosis by ADP expressing Ads was
examined by TUNEL analysis. Finally, the antitumor effect 
of ADP expressing Ads was demonstrated in C33A xeno-
graft tum or m odel. 
  Results: The YKL-cADP exerted a m arkedly enhanced  
cytolytic effect against H460 and SK-Hep1 cancer cell 
lines. The TUNEL assay indicated that the ADP-mediated  
cytotoxicity was largely driven by apoptosis. Finally, the 
YKL-cADP showed a superior antitum or effect than the  
YKL-1 or YKL-m ADP in C33A xenografts. 
  Conclusion: These lines of evidence dem onstrate that 
the YKL-cADP induces efficient cell lysis, which is critical 
for the addition of therapeutic value to replicating Ads in  
cancer gene therapy. (Cancer Research and Treatm ent 
2003;35:425-432)
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  그러나, E1B 55 kD 단백질은 p53을 불활성화시키는 기능 
외에도 아데노바이러스 mRNA의 세포질로의 이동 및 아데
노바이러스의 구성 단백질의 핵으로의 이동 등에 관련이 있
는 것으로 보고되고 있다(4). 따라서 E1B 55 kD는 아데노바
이러스의 효과적인 복제에 필요한 유전자로서 이것이 소실
된 재조합 아데노바이러스는 암세포 내에서의 바이러스 증
식이 제한되게 일어날 수 밖에 없어 이로 인한 항종양 효과
가 감소될 수 있다. 실제로, E1B 55 kD 유전자가 소실된 복제 
가능 아데노바이러스인 YKL-1 및 ONYX-015의 세포 살상능
이 E1B 55 kD 유전자가 존재하는 야생형 아데노바이러스에 
비하여 약 100배 이상 낮음이 보고되었다(5). 이러한 낮은 암
세포 살상능을 보완하기 위하여, 현재 미국에서 재발한 두경
부암 환자를 대상으로 제 3상 임상시험으로 진행되고 있는 
ONYX-015는 cisplatin 또는 5-FC와 같은 항암제와 병용하여 
사용되고 있으며(6), herpes simplex thymidine kinase와 같은 
치료 유전자를 암세포 특이적 복제 가능 바이러스에 삽입하
여 세포 살상능을 증가시키는 시도도 이루어지고 있다(7). 
  아데노바이러스 E3 유전자는 바이러스의 복제에 필수적
이지 않아 현재까지 개발된 대부분의 아데노바이러스 벡터
에는 E3 유전자가 소실되었으며, 소실된 E3 부위에 외래 유
전자를 삽입하여 백신 개발이나 유전자 치료용으로 사용하
였다(8). 아데노바이러스 E3 부위는 7개의 유전자로 구성되
어 있으며, 이들 중 E3 gp19 kD는 MHC class I이 ER에서 
세포 표면으로 전달되는 것을 저해함으로써 CTL에 의한 세
포 사멸을 저해시키는 기능을 하며(9,10), 14.7 kD는 TNF에 
의해 유발되는 염증 반응을 저해함으로써 TNF에 의한 세포
사멸을 저해한다(11). E3 RID (receptor internalization and 
degradation) 복합체는 RIDα (10.4 kD)와 RIDβ (14.5 kD)로 
구성되어 있으며, 세포막에 위치하여 TNF에 의한 세포 사
멸을 저해하고 EGF receptor의 발현을 저하시키는 것으로 
알려져 있다(12,13). 그리고 E3 ADP (adenovirus death pro-
tein, 11.6 kD)는 핵막에 존재하는 단백질로서 감염된 세포
로부터 아데노바이러스가 방출되는 것을 촉진하는 기능을 
한다(14∼16). 즉, E3 ADP를 제외한 대부분의 E3 유전자들
(gp19K, 14.7 kD, RIDα, RIDβ)은 아데노바이러스에 대한 
숙주 세포의 면역 반응을 저하시키는 역할을 한다(17∼19). 
따라서 본 연구에서는 암세포 특이적 복제 가능 아데노바이
러스인 YKL-1의 세포 살상능을 증가시키는 방안으로, 세포 
내에서 복제된 아데노바이러스의 방출을 촉진하는 E3 ADP 
유전자를 YKL-1에 재삽입시켜 바이러스에 감염된 세포의 
효과적인 세포 사멸을 유도하고자 하였다.
재료 및 방법
    1) 대상 세포주 및 세포 배양
  실험에 사용된 세포주들은 인체 간암 세포주(SK-Hep1), 
뇌암 세포주(U343), 폐암 세포주(A549, H460), 자궁경부암 
세포주(C33A) 그리고 아데노바이러스 초기 발현 유전자인 
E1 부위가 숙주 유전체 내에 내재되어 있는 293 세포주이며, 
모두 American Type Culture Collection (ATCC)에서 구입하였
다. 모든 세포주들은 10%의 우태아혈청(GIBCO BRL, Grand 
island, NY)이 함유된 DMEM 배지(GIBCO BRL)에 항생제 
penicillin/streptomycin (GIBCO BRL)을 첨가하여 5% CO2의 
존재하에 37oC 항온 배양기에서 배양하였다.
    2) ADP 유전자가 과발현되는 복제 가능 아데노바이러
스들의 제작
  E3 부위에 ADP 유전자가 삽입된 복제 가능 아데노바이러
스를 제작하기 위해 먼저, 아데노바이러스 E3 셔틀벡터를 제
작하였다. 아데노바이러스의 26,591∼28,588 bp와 상동 부위
를 가지는 E3 셔틀벡터의 왼쪽 부위는 다음의 primer들로 
PCR을 수행하여 증폭하였다. Sense primer는 5'-GCCCTCGA 
GCCATCCTGTAA ACGCCACCG-3'으로써, 클로닝의 편의
를 위해 XhoI 제한효소 부위를 삽입하였고(밑줄친 부분), 
antisense primer는 5'-GCCCAGCTGACCTGAATTA GAATA 
GAACG-3'으로써, PvuII 제한효소 부위를 삽입하였다(밑줄
친 부분). 아데노바이러스의 30,504∼31,057 bp와 상동 부위
를 가지는 E3 셔틀벡터의 오른쪽 부위는 다음의 primer들로 
PCR을 수행하여 증폭하였다. Sense primer는 5'-GCCGAATT 
CC TGCTAGAAAGACGCAGGGC-3'으로써, 클로닝의 편의
를 위해 EcoRI 제한효소 부위를 삽입하였고(밑줄친 부분), 
antisense primer는 5'-GCCGATATCGTCTT GCGCGCTTCAT 
CTGC-3'으로써, EcoRV 제한효소 부위를 삽입하였다(밑줄친 
부분). 아데노바이러스의 게놈을 주형으로 PCR을 수행한 뒤 
생성된 1997 bp 크기의 셔틀벡터의 왼쪽 부위와 553 bp 크기
의 오른쪽 부위 산물을 XhoI과 PvuII 그리고  EcoRI과 EcoRV 
제한효소로 각각 처리한 뒤, 같은 제한효소로 처리된 pSP72 
(Promega, Nedison, WI) 클로닝 벡터에 차례로 삽입하여 아데
노바이러스 E3 셔틀벡터인 pSP72ΔE3를 제작하였다. 아데노
바이러스의 E3 부위에 삽입할 ADP 유전자는 아데노바이러
스의 게놈을 주형으로 다음의 primer로 PCR을 수행하여 수
득하였다. Sense primer는 5'-GCCAAGCTTATGACCAACAC-
AACCAACGC-3'으로써, HindIII 제한효소 부위를 primer 말
단에 삽입하였고(밑줄친 부분), antisense primer는 5'-CGCCT 
CGAGTCATACTGTAAGAGAAAAGAA-3'으로써, XhoI 제한
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효소 부위를 primer 말단에 삽입하였다(밑줄친 부분). PCR을 
수행한 뒤 생성된  281 bp의 ADP 유전자를 HindIII와 XhoI 
제한효소로 처리한 다음 동일한 제한효소로 처리된 pcDNA3.1/ 
hygro, lacZ (Invitrogen, Carlabad, CA)에 삽입하여 pcDNA- 
ADP를 제작하였다. ADP를 CMV 프로모터에 의하여 발현시
킬 수 있는 CMV promoter-ADP-polA expression cassette를 
MfeI과 NaeI 제한효소를 이용하여 pcDNA-ADP로부터 잘라
낸 뒤 이를 E3 셔틀벡터인 pSP72ΔE3에 삽입하여 아데노바
이러스 E3 셔틀벡터인 pSP72ΔE3-cADP를 제작하였다. 또한 
ADP 유전자의 발현이 아데노바이러스의 내재 프로모터인 
MLP (major late promoter)에 의해 조절되는 아데노바이러스
를 제작하기 위해 ADP PCR 산물을 HindIII와 XhoI로 자른 
다음 이를 pSP72ΔE3에 삽입하여 pSP72ΔE3-mADP E3 셔틀
벡터를 제작하였다. 제작된 pSP72ΔE3-cADP와 pSP72ΔE3- 
mADP를 각각 XmnI 제한효소를 처리하여 단일가닥으로 만
든 다음 SpeI 제한효소를 처리하여 단일가닥이 된 E1B 55 
kD 유전자가 소실된 아데노바이러스 플라즈미드인 pYKL-1
과 함께 대장균 BJ5183에서 동시 형질 전환시켜 유전자 상동 
재조합을 유도하였다. 상동 재조합된 플라즈미드 DNA를 
PacI 제한효소로 처리한 뒤 293 세포주에 형질 전환하여 
YKL-cADP와 YKL-mADP 암세포 특이적 복제 가능 아데노
바이러스들을 생산하였다(Fig. 1).
    3) Immunoblotting 분석
  인체 폐암 세포주인 A549를 6-well plate에 분주한 뒤 
YKL-cADP 또는 YKL-mADP를 MOI 10으로 각각 감염시켰
다. 바이러스 감염 후 12, 24, 48, 72 그리고 96시간 후에 감
염된 세포를 회수하여 lysis buffer (50 mM HEPES, 0.15 M 
NaCl, 0.5% NP-40, protease inhibitor: PMSF, TLCK, TPCK)로 
세포들을 용해시키고 SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) 전기영동을 시행하였다. 
전기영동 후 gel에 있는 단백질들을 PVDF membrane에 
electro transfer한 뒤 아데노바이러스 ADP 단백질을 특이적
으로 인지하는 항체(미국 St. Louis University School of 
Medicine의 Dr. Wold), 또는 β-actin (Sigma, St. Louis, MO)을 
일차 항체로 hybridization시키고 HRP (horse radish perox-
idase)가 결합된 이차 항체(sc-2004; Santa Cruz Biotech., Santa 
Cruz, CA)를 다시 hybridization시킨 후 ECL (sc-2048; Santa 
Cruz Biotech)을 이용하여 단백질의 발현 양상을 규명하였다.
    4) MTT assay
  인체 폐암 세포주인 H460과 인체 간암 세포주인 SK- Hep1
을 24-well plate에 각각 70∼90% confluency로 분주한 후 다
음날 dl-CMV-Z, YKL-1, YKL-cADP, YKL-mADP, Ad-XC 또
는 Ad-XJ 아데노바이러스를 MOI 10으로 각각 감염시켰다. 
일정 시간 간격으로 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide, 2 mg/ml) 용액 200μl씩을 plate 
well에 첨가하여 4시간 동안 37oC 항온기에서 반응시킨 후 
1 ml의 DMSO (dimethyl sulphoxide)를 첨가하고 37oC에서 10
분간 방치한 후 540 nm에서 흡광도를 측정하여 세포의 상
대적 생존율을 측정하였다.
    5) TUNEL assay
  인체 뇌암 세포주인 U343을 2×105개로 chamber slide에 
분주하고 각각의 바이러스를 MOI 5로 감염시키고, 24시간 
후에 배지를 제거한 뒤 ApoTag Kit (Intergen, Purchase, NY)
을 이용해 제조 회사가 제시한 방법에 따라 TUNEL assay를 
시행하였다. 발색 여부를 확인하기 위해 peroxidase와 결합
된 avidin을 사용하여 diaminobenzidine (DAKO, Carpinteria, 
CA)와 반응시킨 후 세포들이 갈색으로 변하는 것이 육안으
로 확인되면 증류수로 3회 씻어내고 0.5% methyl green으로 
10분간 염색하였다. 다시 증류수로 3회 씻어낸 후 cover 
glass로 고정시켜 현미경으로 관찰하여 현미경 상에서 네 
곳 이상의 부위를 무작위로 정하여 전체 세포들 중 염색된 
세포의 비율을 계산하였다.
Fig. 1. Schematic illustration of replication competent adenoviral vectors used in this study. Numbers refer to nucleotide positions of the 
adenoviral genome. YKL-1 contains the normal E1A and E1B 19 kD, but is E1B 55 kD deleted; YKL-cADP and YKL-mADP 
comprise of the ADP gene driven by the constitutive control of the CMV promoter and endogenous MLP promoter inserted into 
the E3 region, respectively. 
ψ mADP YKL-mADP
E1B19E1Aψ IX
∆E1B55
YKL-1
∆E3 (28592-30470)
ψ cADP Ad right genome YKL-cADPAd left genomeE1B19E1A IX
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    6) 복제 가능 아데노바이러스의 생체 내 항종양 효과 검증 
  생후 6∼8주된 누드 생쥐의 복벽에 피하로 1×107개의 인
체 자궁암 세포주 C33A를 주사한 뒤, 종양이 50∼80 mm3 정
도 성장하였을 때 5×108 plaque forming unit (pfu)의 YKL-1, 
YKL-cADP, YKL-mADP 바이러스와 음성 대조군인 PBS를 
각각 6, 6, 7, 6마리의 누드 생쥐의 종양에 이틀 간격으로 3번 
투여한 후 종양의 성장을 관찰하였다. 종양의 용적은 caliper
를 이용하여 종양의 장축과 단축을 측정한 후 다음과 같은 
공식으로 산출하였다. 종양의 용적=(단축 mm)2×장축 m×
0.523. 종양의 용적 비교는 Mann-Whitney test를 이용하였다.
결      과
    1) CMV 또는 MLP 프로모터에 의해 조절되는 ADP 발
현 양상 비교
  감염된 세포로부터 아데노바이러스의 방출을 효과적으로 
유도하는 ADP 유전자의 발현을 최대화하기 위해, 강력한 
constitutive 프로모터로 알려진 CMV 프로모터와 아데노바이
러스 내재 프로모터인 MLP 프로모터에 의한 ADP 발현 양상
을 western blotting을 통해 비교 검증하였다. A549 세포주를 
CMV 프로모터에 의해 ADP의 발현이 유도되는 YKL-cADP와 
MLP 프로모터에 의해 ADP의 발현이 유도되는 YKL-mADP를 
MOI 10으로 각각 감염시키고 12, 24, 48, 72 그리고 96시간 
뒤에 세포를 회수하여 ADP의 발현 양상을 시간별로 검증하
였다. Fig. 2에서 볼 수 있듯이, YKL-cADP로 감염된 경우는 
감염 후 12시간부터 ADP의 발현을 확인할 수 있었고, 감염 
후 24시간과 48시간에 가장 높은 발현이 일어났으며, 감염 
후 72시간에는 발현이 감소되었다. 이에 반하여, YKL-mADP
로 감염된 경우는 감염 후 48시간부터 ADP가 발현되기 시작
하여 시간이 지날수록 발현 정도가 증가되어 감염 후 96시간
에 가장 높은 발현이 관찰되었다. 이러한 결과에 따라, CMV 
프로모터에 의해 조절되는 ADP는 바이러스 감염 후 초기에 
높이 발현되는 반면, MLP 프로모터에 의해 조절되는 ADP의 
발현은 바이러스 감염 후 초기에는 미약하게 이루어지나 감
염 후 시간이 지남에 따라 발현이 증가됨을 알 수 있다. 
    2) ADP를 발현하는 복제 가능 아데노바이러스의 증가
된 암세포 살상 효과 
  아데노바이러스의 세포 살상 효과를 증가시키기 위해 E3 
부위에 ADP 유전자를 삽입한 종양 특이적 살상 아데노바
이러스인 YKL-cADP와 YKL-mADP의 세포 살상 효과를 비
교 검증하기 위해, H460과 SK-Hep1 인체 암세포주들을 dl- 
CMV-Z, YKL-1, YKL-mADP, YKL-cADP, Ad-XC 또는 Ad- 
XJ 아데노바이러스로 각각 감염시킨 후 일정 시간 간격으
로 세포 생존율을 측정할 수 있는 MTT 분석을 시행하였다. 
Fig. 3에서 보는 바와 같이 아데노바이러스 감염 후 시간이 
경과함에 따라 CMV 프로모터에 의해 ADP의 발현이 유도
되는 YKL-cADP 아데노바이러스는 ADP를 발현하지 않는 
대조군 아데노바이러스인 YKL-1에 비해 월등히 빠르게 세
포들을 살상한 반면 MLP promoter에 의해서 ADP를 발현하
는 YKL-mADP는 YKL-1과 거의 유사한 속도로 세포들을 
살상하였다. 또한, ADP를 발현하는 야생형 아데노바이러스
인 Ad-XJ는 ADP를 발현하지 않는 대조군 아데노바이러스
인 Ad-XC에 비해서 빠르게 세포들을 살상하였다. 이상의 
결과들을 통해 ADP 유전자를 삽입함으로써 암세포 특이적 
복제 가능 아데노바이러스의 암세포 살상 효과를 현격히 
증가시킬 수 있음을 확인하였으며, ADP의 발현을 조절하
는 프로모터로서는 CMV 프로모터가 내재 프로모터인 
MLP 프로모터에 비해 월등히 우수함을 알 수 있었다. 
    3) ADP를 발현하는 아데노바이러스로 감염된 U343 세
포주에서의 세포고사 유도
  ADP 유전자가 세포 살상에 어떠한 영향을 미치는지 알
Fig. 2. The expression pattern of ADP controlled by MLP or CMV promoter. A549 cells on 6-well plates were infected with YKL-mADP 
or YKL-cADP adenovirus at an MOI of 10. After 12, 24, 48, 72, 96 hr after infection, cell lysates were subject to immunoblot 
analysis with an antibody recognizing ADP or actin. 
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아보기 위해 세포고사의 중요한 생화학적 특징 중의 하나
인 DNA 절편화를 TUNEL 분석으로 검증하였다. 상기의 
MTT assay와 같은 세포 살상 실험들을 통하여 ADP의 발현
에 따른 세포 살상능 증가가 YKL-mADP에서는 관찰되지 
않고, YKL-cADP의 경우에만 관찰되었기 때문에 YKL- 
cADP만을 이용하여 세포고사 정도를 관찰하였다. Fig. 4에
서 볼 수 있듯이, YKL-1로 감염된 경우는 약 13%의 세포들
이 갈색으로 흐리게 염색된 반면, ADP를 발현하는 YKL- 
cADP에 의해 감염된 경우는 약 45%의 세포들이 진한 갈색
으로 염색되어 훨씬 높은 빈도로 세포고사가 유도됨을 확
Fig. 3. MTT assay. Monolayer of H460 and SK-Hep1 cells was infected with dl-CMV-Z, YKL-1, YKL-cADP, YKL-mADP, Ad-XC or 
Ad-XJ at an MOI of 10. MTT assay was performed to tally viable cells, and results are the mean of triplicate experiments.
Fig. 4. TUNEL assay. (A) At 24 hr after treatment without or with 1μM of CPT, or infection with YKL-1, YKL-cADP, Ad-XC, or 
Ad-XJ at an MOI of 5, apoptotic cells were detected by labeling with DAB (3,3'-diaminobenzidine) using terminal deoxynucleotidyl 
transferase (counterstained with methyl green). Brown staining indicates positive staining for DNA strand breakage. Arrow heads 
indicate positive staining.  Representative fields of three independent experiments are shown. Original magnification: ×100 and ×400. 
(B) The mean percentage of apoptotic cells induced by each treatment. The number of brown stained cells per 100 cells was counted. 
Each of the indicated values reflects the mean of three independent experiments, and is expressed as the percentage of apoptotic 
cells. 
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인할 수 있었다. ADP를 발현하는 Ad-XJ의 경우(약 36%)도 
ADP를 발현하지 않는 Ad-XC (약 12%)에 비해 월등히 세포
고사 빈도가 높았다. 즉, ADP를 발현하지 않는 아데노바이
러스인 YKL-1과 Ad-XC에 비해 ADP를 발현하는 아데노바
이러스인 YKL-cADP와 Ad-XJ에 의해 감염된 경우 세포고
사가 높은 빈도로 진행됨을 확인할 수 있었다.
    4) ADP를 발현하는 복제 가능 아데노바이러스의 생체 
내 항종양 효과 검증
  ADP를 발현하는 아데노바이러스인 YKL-cADP와 YKL- 
mADP 종양 특이적 복제 가능 아데노바이러스의 생체 내 
항종양 효과를 비교 검증하기 위해, C33A 인체 자궁암 세
포주를 누드 생쥐에 접종한 후 형성된 종양에 5×108 pfu의 
YKL-1, YKL-cADP 또는 YKL-mADP 아데노바이러스를 음
성 대조군인 PBS와 함께 이틀 간격으로 3번 종양 내 투여한 
후 종양의 성장을 관찰하였다. 음성 대조군인 PBS를 투여 
받은 생쥐의 경우, 바이러스 투여 후 32일에 종양의 크기가 
2,591±1,120 mm3로 종양이 급격히 성장하였으나, 복제 가
능 아데노바이러스인 YKL-1, YKL-cADP 그리고 YKL- 
mADP를 투여받은 생쥐의 경우는 종양의 성장이 크게 지연
됨을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 즉, YKL-1 아데노바이러스
를 투여받은 생쥐의 경우, 바이러스 투여 후 32일에 종양의 
크기가 132±105 mm3이고, YKL-cADP의 경우는 33±53 
mm3 그리고 YKL-mADP의 경우는 105±133 mm3 정도로 뚜
렷한 항종양 효과를 보였다(p＜0.05). 또한, 바이러스 투여 
후 60일에는 PBS를 투여한 6마리의 쥐들이 모두 죽어 더 
이상 종양의 성장을 측정할 수 없었고, YKL-1, YKL-cADP 
또는 YKL-mADP를 투여한 경우는 종양의 크기가 각각 812
±1,267 mm3, 61±89 mm3, 199±184 mm3로 ADP를 발현하
는 종양 특이적 복제 가능 아데노바이러스들인 YKL-cADP
와 YKL-mADP가 대조군인 YKL-1에 비하여 향상된 항종양 
효과를 나타내었다. 특히, CMV 프로모터에 의해 ADP가 발
현되는 YKL-cADP의 항종양 효과는 YKL-1이나 MLP 프로
모터에 의해 ADP가 발현되는 YKL-mADP에 비해 우수하였
으나(43일째 평균 종양 용적; 33 vs 269 vs 148 mm3) YKL-1
에 대해서만 43∼47일째 통계학적으로 유의한 용적의 차이
를 보였고(p＜0.05), YKL-mADP에서는 통계학적인 차이는 
없었다. 또한 YKL-cADP를 투여한 경우, 바이러스 투여 후 
15일경에 6마리의 생쥐들 중 2마리에서 그리고 40일경에 1
마리에서 종양이 완전히 사라짐을 관찰할 수 있었고 2달이 
지나도 종양의 재성장은 관찰되지 않았다. 
고      찰
  암세포 특이적 복제 가능 재조합 아데노바이러스는 감염
된 일차 세포뿐만 아니라 주위의 다른 암세포로 확산됨으
로써 기존의 증식 불능 아데노바이러스에 비해 높은 유전
자 전달효율과 뛰어난 항종양 효과를 가진다. 하지만 바이
러스의 효과적 복제에 관여하는 유전자인 E1B 55 kD가 소
실된 아데노바이러스인 YKL-1 또는 ONYX-015는 야생형 
아데노바이러스에 비해 암세포 살상능이 현저히 떨어지는 
단점이 있어, 실제로 임상에 사용하기 위해서는 고농도의 
아데노바이러스를 인체에 반복적으로 투여하여야 하고, 기
존의 여러 항암제들과 함께 병용하여 치료하여야 하는 제
한점이 대두되었다. 이러한 단점을 보완하고자 본 연구에
서는, 보다 증가된 세포 살상능을 유도하기 위해 아데노바
이러스의 E3 구성 유전자인 ADP를 암세포 특이적 복제 가
능 아데노바이러스인 YKL-1의 E3 부위에 재삽입함으로써 
암세포 살상능을 증가시킬 수 있는지를 살펴보았다. 
  아데노바이러스의 E3 부위는 바이러스의 증식에 무관하
므로 현재까지 개발된 대부분의 아데노바이러스 벡터들은 
E3 부위가 소실되어 있거나 치료 유전자를 삽입하는 부위
로 이용되어왔다. 아데노바이러스의 E3 구성 단백질 중 하
나인 ADP는 아데노바이러스의 세포 감염 후 핵막과 골지
체에 위치하는 당단백질(glycoprotein)로 바이러스의 복제 
후 감염된 세포를 해리시키고, 증식된 바이러스를 세포 밖
으로 방출하는데 관여하는 것으로 알려져 있다(14∼16). 
ADP는 감염 후기에 바이러스 입자가 세포 핵 내에 축적되
기 시작할 때(＞감염 후 20 hr) 높은 효율로 합성되는데, 
ADP가 소실된 돌연변이 바이러스는 야생형 아데노바이러
Fig. 5. Suppression of tumor growth by oncolytic adenovirus 
expressing ADP in vivo. Subcutaneous tumors derived 
from human cervical cancer C33A cells were treated with 
various adenoviruses as shown. Tumor volume was mon-
itored over time (days) after treatment with adenovirus. 
The arrow indicated when treatment was given (5×108 
PFU/mouse/treatment).
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스에 비해 감염된 세포로부터 천천히 방출되어 인접 세포
로 확산되어 나가는 데 시간이 더 오래 걸리며 이로 인해 
plaque의 크기도 작게 형성된다는 것이 보고되었다(20). 또
한 ADP 돌연변이형을 지닌 아데노바이러스로 감염된 세포
는 야생형 아데노바이러스로 감염된 세포에 비해 더 오래 
생존하는 것으로 보고되어, ADP에 의해 세포 살상능이 증
가될 수 있음을 시사하고 있다(14,15).
  복제 가능 아데노바이러스를 이용한 효과적인 항종양 효
과를 유도하기 위해서는 빠른 속도로 성장하는 종양 세포
에 비하여 보다 빠른 바이러스의 증식과 인접 세포로의 확
산을 통해 효과적인 살상 효과를 유발시켜야 한다. 바이러
스 감염 후기에 세포 살상과 증식된 아데노바이러스의 방
출을 촉진하기 위해서는, 이에 관여하는 ADP를 최대한 높
은 효율로 발현시킬 수 있어야 한다. 따라서 본 연구에서는 
ADP의 발현을 조절하는 프로모터로서 아주 강한 프로모터
로 알려진 CMV와 아데노바이러스 내재 프로모터인 MLP
를 서로 비교 검증하였다. CMV 프로모터에 의해 ADP의 
발현이 유도되는 경우에는 바이러스 감염 후 초기에 높이 
발현되는 반면, MLP 프로모터의 경우에는 감염 후 초기에
는 발현이 미약하게 유도되나 감염 후 시간이 지남에 따라 
발현이 증가되었다(Fig. 2). ADP를 발현하는 아데노바이러
스의 세포 살상능 증가를 알아보기 위해 시행한 MTT assay
에서도, CMV 프로모터에 의해 ADP를 발현하는 YKL- 
cADP 아데노바이러스가 대조군 아데노바이러스인 YKL-1
에 비해 월등히 높은 암세포 살상을 보인 반면, YKL-mADP
의 경우는 YKL-1과 거의 유사한 정도의 암세포 살상을 나
타내어 바이러스 내재 프로모터인 MLP보다 CMV 프로모
터가 ADP를 발현시키는 데 월등히 우수함을 알 수 있었다.
  아데노바이러스 감염 후 일어나는 세포고사는 일종의 방
어 기작으로 감염된 세포의 자살을 유도하여 인접한 비감
염세포를 보호하는 기전으로 알려져 있다. 아데노바이러스
는 이에 대한 대응으로 숙주 세포의 자살(apoptosis)을 저해
하는 기전을 가지는데 감염 초기에 E1A 유전자에 의해 유
도되는 세포고사를 E1B 19 kD와 E1B 55 kD 유전자가 각기 
다른 기전으로 저해한다(21∼24). 반면에 감염 후기에는 증
식된 바이러스가 감염된 세포를 뚫고 나와 다른 이웃 세포
를 재 감염시키고자 세포사를 촉진하게 된다. 이때 작용하
는 ADP 유전자는 감염 세포로부터 바이러스의 방출을 촉
진한다고 보고되어졌지만, 아직 ADP 유전자가 어떠한 기
전으로 세포사를 유도하여 바이러스의 방출을 촉진시키는
지에 관해서는 밝혀진 바 없다. 이에 본 연구에서는 ADP가 
세포사의 대표적 기전 중 하나인 세포고사를 유도하는 지
를 알아보기 위해 세포고사를 검증할 수 있는 TUNEL 분석
을 시행하였다. 핵 내의 DNA 절편을 확인할 수 있는 
TUNEL 분석에서 ADP를 발현하는 두 종류의 복제 가능 아
데노바이러스들인 YKL-cADP와 Ad-XJ에 의해 감염된 세포
들이 ADP를 발현하지 않는 대조군 아데노바이러스들인 
YKL-1과 Ad-XC의 경우보다 훨씬 높은 빈도로 세포고사를 
유발할 수 있음을 확인하였다. 특히 CMV 프로모터에 의해 
ADP의 발현이 유도되는 YKL-cADP에 의해 감염된 경우에, 
야생형 아데노바이러스인 Ad-XJ 보다 더욱 뚜렷한 세포고
사가 진행된 세포들이 많이 관찰되어 바이러스 내재 프로
모터에 비해 훨씬 높은 효율로 ADP가 발현된다는 것을 알 
수 있었다(Fig. 4).
  아데노바이러스를 이용한 암 유전자 치료가 성공적으로 
이루어지기 위해서는 높은 치료 효과와 함께 안전성을 높
이기 위한 방안이 개발되어야 한다. 본 연구에서 개발된 
YKL-cADP 아데노바이러스는 E1B 55 kD 유전자 소실에 의
한 암세포 특이적 바이러스 증식과 이에 따른 효율적인 암
세포 특이적 살상능 및 ADP 유전자와 같은 세포고사 촉진
유전자의 고효율의 발현을 통한 증가된 암세포 살상 효과
를 통해, 암 치료에 필요한 투여량을 감소시킬 수 있어 바이
러스에 의한 생체 내 독성과 면역 반응을 크게 줄일 수 있
을 것으로 사료된다. 또한 암세포 특이적 아데노바이러스
를 여러 항암제와 함께 병용하여 사용한다면, 아데노바이
러스의 암세포 내 증식에 의한 세포 살상뿐 아니라 바이러
스의 E1 단백질의 발현이나 투여한 항암제에 의해서 유도
되는 세포고사를 더욱 촉진함으로써 보다 효과적인 항암 
효과를 유도할 수 있을 것으로 생각한다. 
결      론
  본 연구에서는, 암세포 특이적 복제 가능 아데노바이러
스인 YKL-1의 암세포 살상능을 증가시키는 방안으로, 바이
러스 감염 후 세포 내에서 복제된 바이러스의 방출을 촉진
하는 ADP 유전자를 YKL-1의 E3 부위에 재도입하여 바이
러스에 감염된 세포의 효과적인 세포 사멸을 유도하고자 
하였다. CMV 프로모터가 내재 프로모터인 MLP보다 ADP
를 발현시키는데 월등히 우수하였으며, 효과적인 세포 살
상을 유도할 수 있었다. 또한, ADP의 발현에 따른 세포 살
상능 증가는 ADP 유전자의 세포고사 유도에 의한 것임을 
확인하였다.
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